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ORIGINAL ARTICLE / ARASTIRMA MAKALESI

Klorheksidinin Insan Dis Eti Fibroblast Hiicre Canlihig ve
Sitotoksisitesi Uzerindeki Etkilerinin In Vitro Degerlendirilmesi

In Vitro Evaluation of Effects of Chlorhexidine on Human Gingival Fibroblasts Cell Viability

and Cytotoxicity
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oz

Amag: Bu in vitro ¢galismada, % 0,2’lik klorheksidin (CHX)
soliisyonunun, insan digeti fibroblast (HGF) hiicre canliligt
ve sitotoksisitesi lizerindeki etkilerinin  degerlendirilmesi
amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontemler: Bu calisma 30 saniye ve 2 dakikalik
zaman araliklarinda, ntr pH degerindeki % 0,2’lik CHX soliisyonu
ve hiicre olarak ATCC’den ticari olarak temin edilen HGF-1 (CRL-
2014) hiicre hatlar1 kullanilarak gerceklestirildi. CHX’in HGF
iizerindeki hiicre canlilig: etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile ve sitotoksik etkileri
laktat dehidrogenaz (LDH) testi ile degerlendirildi. Sonuglar
ortalama ve standart sapma degerleri kullanilarak two way ANOVA
testiyle istatistiksel olarak analiz edildi (p<0,05).

Bulgular: MTTtestisonuclarinagore, % 0,2 CHX soliisyonunun
zamanla hiicre canliligini azalttig1 goriildii (»<0,0001). LDH testi
sonuglarina gore ise % 0,2 CHX’in sitotoksik etkinliginin kontrol
grubuna kiyasla arttig1 (p<0,0001) ancak zaman iginde istatistiksel
olarak anlamli bir fark géstermedigi (p>0,05) gozlendi.

Sonug: Bu in vitro ¢alismanin sinirlari dahilinde, % 0,2 CHX
soliisyonu, 30 sn ve 2 dk’lik kisa maruz kalma siirelerinde, HGF
hiicre canliligini azaltti ve HGF iizerinde sitotoksik etki gosterdi.
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sitotoksisite, hiicre canlilik testleri
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ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to evaluate the effects
of a 0.2 % chlorhexidine (CHX) solution on human gingival
fibroblasts’ (HGF) cell viability and cytotoxicity in vitro.

Materials and Methods: This study was performed at
30-second and 2-minute time intervals using a 0.2 % CHX solution
at neutral pH and HGF-1 (CRL-2014) cell lines commercially
available from ATCC. Cell viability effects of CHX on HGF
were determined using the 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) test, and cytotoxic effects
were determined using the lactate dehydrogenase (LDH) test.
Results were statistically analyzed by calculating means and
standard deviations using the two-way ANOVA test (p<0.05).

Results: According to the MTT test results, it was observed
that the 0.2 % CHX solution decreased cell viability over time
(»<0.0001). According to the LDH test results, the cytotoxic
efficacy of 0.2 % CHX was higher compared to the control group
(»<0.0001), but did not show a statistically significant difference
over time (p>0.05).

Conclusions: Within the limits of this in vitro study, 0.2 %
CHX solution reduced HGF cell viability and showed cytotoxic
activity on HGF during short exposure times of 30 sec and 2 min.

Keywords: chlorhexidine, fibroblasts, in vitro, cytotoxicity,
cell viability assays

GIRIS

Antimikrobiyaller, mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilan ajanlardir.
Cesitli aktif maddeler iceren antimikrobiyal ajanlar dis
hekimliginde, ozellikle periodontolojide, supragingival
plak ve diseti iltihabini kontrol etmek amaciyla siklikla
onerilmektedir (Muller ve ark., 2017; Coelho ve ark., 2020).
Dis ¢ekimi ve implant yerlestirme dahil olmak iizere oral
ve periodontal cerrahilerin dncesi ve sonrasinda, protezlere
bagl gelisen agiz kurulugu veya kandida enfeksiyonu
varliginda, hiperplazi, mukozit varliginda, bakteriyemi veya
oral enfeksiyon riski olan hastalarda koruyucu ve tedavi
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edici ajan olarak kullanilmaktadir (Drisko, 2001; Petersilka
ve ark., 2002; Quirynen ve ark., 2002; Muller ve ark., 2017;
Coelho ve ark., 2020).

Klorheksidin  (CHX), oral
olusumunun engellenmesinde, gingivitis ve periodontitiste

kavitede dental plak

mekanik periodontal tedaviye yardimer olarak, ¢iiriigiin
onlenmesinde, cerrahi operasyonlar sonrasi gelisebilecek
enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisinde ve de agiz i¢indeki
diger enfeksiyonlarin giderilmesinde kullanilan etkili bir
lokal kullanima uygun antimikrobiyal ajandir (Karpinski
ve Szkaradkiewicz, 2015; Figuero ve ark., 2017). Gram
pozitiflerde daha etkili olmak iizere gram negatif aerop
ve anaerop bakterilere, mantarlara, dermofitlere ve bazi
lipofilik viriislere karsi genis bir antimikrobiyal etkinlige
sahiptir (Hennessey, 1973; Russell, 1990). Dental plak
iizerindeki 6nemli etkisinden dolay1 dis hekimliginde altin
standart olarak kabul edilmektedir (Neely, 2012). CHX’in
antiseptik bir ajan olarak etkinligi iyi bilinmesine ragmen,
uzun siireli kullanimda yan etki olarak dislerde, dilde ve
agiz i¢i restorasyonlarda sari-kahverengi renklenmelere
neden oldugu, dis tas1 olusumunu arttirdigy, tat bozukluguna
yol agtigi ve oral mukozada yanma hissi olusturdugu igin
kullanim1 zordur (Batra ve ark., 2022). Ozellikle iyilesme
stirecinde dokular tizerindeki olumsuz etkisi nedeniyle
CHX kullaniminin  doku
reaksiyonlar ve

kullanim1  sorgulanmaktadir.

nekrozu, enflamatuvar rejenerasyon
inhibisyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir (Coelho ve
ark., 2020). CHX’in, etkin bir tedavi amaciyla antiseptik
ve antimikrobiyal ajan olarak giivenle kullanilabilmesi
icin agiz mukozasi iizerindeki etkilerinin ayrmtili olarak

incelendigi caligmalara olan ihtiya¢ devam etmektedir.

Tim bilgiler 151ginda bu in vitro ¢aligmanin amaci,
% 0,2’lik CHX soliisyonuna, 30 sn ve 2 dk’lik siire
boyunca maruz birakilan insan diseti fibroblastlarinda
(HGF), CHX’in hiicre canlilig1 ve sitotoksik etkilerini
degerlendirmektir.

GEREC ve YONTEMLER

Deneyler, HGF hiicreleri igin ATCC’den ticari olarak
temin edilen HGF-1 (CRL-2014, ATCC, Manassas, VA,
ABD) hiicre hatlar1 kullanilarak gerceklestirildi. HGF
hiicreleri, 37 °C’de % 1 penisilin/streptomisin , % 1
L-glutamin (CAS No: 56-85-9), % 0,1 amfoterisin B (CAS
No: 1397-89-3) ve % 10 fetal sigir serumu (FBS) (CAS
No: 9014-81-7, GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, ABD)
ile takviye edilmis Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM) (Biochrom AG, Berlin, Almanya) i¢inde kiiltiir
edilerek tretici talimatlari dogrultusunda ¢ogaltildi. HGF
hticreleri % 70-80 yogunluga ulastiktan sonra (Sekil 1), 2
mL besiyeri/kuyu igeren, 1,5x10° hiicre yogunlugu/kuyu
olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekildi ve 24 sa boyunca
37 °C’de kuyulara tutunmalari i¢in inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu takiben ortamdaki besiyeri uzaklastirildi.
Hiicrelerin bulundugu kuyulara % 0,2°1ik CHX (test grubu)
(Chlorhexydin Gluconate, CAS No: 18472-51-0, Doga
Ilag, Istanbul, Tiirkiye) veya 2 mL besiyeri (kontrol grubu)
eklenerek 30 sn ve 2 dk beklendi. Daha sonra soliisyonlar
uzaklastirildi.

Sekil 1. Insan diseti fibroblast (HGF) hiicrelerinin mikroskobik
goriintiisii, (A) baslangig, (B) %80 yogunluga ulastiktan sonra

HGF hiicrelerinde hiicre canliligi 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) (Glentham
Life Sciences, Ingiltere) testi kullanilarak degerlendirildi.
Kuyucuklar fosfat tampon ¢dozeltisi (PBS) (Wisent,
Kanada) ile yikandi, her birine 132 uL MTT boyama
solisyonu ilave edilerek 37 °C’de 3 saat inkiibasyona
birakildi. MTT formazonu aciga ¢ikarmak ic¢in her bir
kuyucuga mevcut hiicre ortami uzaklagtirilarak 200
pL dimetil siilfoksit (DMSO) (CAS No: 67-68-5) ilave
edildi. 10 dk sonra, her bir kuyucuktan 200 pL ortam, 96
kuyucuklu plakalara aktarildi ve optik dansite (OD) bir
plaka okuyucu (Perkin Elmer Enspire multimode, Boston,
ABD) kullanilarak 570 nm’de kaydedildi. Elde edilen
absorbans degerleri asagidaki formiil kullanilarak canlilik
(%) degerlerine ¢evrildi:

[(OD. —OD

Ornek

OD . )]x 100

hﬁcrcsiz)/(OD kontrol hiicresiz

HGF hiicrelerinde sitotoksisiteyi saptamak i¢in nekrozun
bir gostergesi olarak hiicre dis1 laktat dehidrogenaz (LDH)
salinimlar1 incelendi. Sitotoksisite testi, ticari bir Kitin
(CytoScan™, G-Biosciences, MO, ABD) talimatlarina
gore gerceklestirildi. % 0.1 Triton X-100 ile muamele
edilen hiicreler maksimum LDH salinim aktivitesi olarak
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kullanilirken, 10 pLsteril, ultra-safsuiginde, islem gérmemis
hiicreler spontan LDH salmim aktivitesinin kontrolii
olarak kullanildi. Numune ile tedavi edilen hiicrelerden
LDH’nin yiizde salinimi LDH’nin maksimum salinimi ile
karsilagtirilarak hesaplandi. Absorbans degerleri, bir plaka
okuyucu (Perkin Elmer Enspire multimode, Boston, ABD)
kullanilarak 490 nm’de 6l¢iildii. Sitotoksisite (%) asagidaki
formiille hesaplandi:

[(LDH Saliim Aktivitesi , , — LDH Salinim Aktivitesi
onio)/(LDH - Salimim - Aktivitesi | .~ — LDH Salinim
Aktivitesi komml)] x 100

istatistiksel Analizler

Analizler GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software
Inc., San Diego, ABD) programi kullanilarak yapildi.
Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
Veriler two-way ANOVA ve post-hoc Sidak testleri
kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Anlamlilik
diizeyi p<0,05 olarak ayarlandi.

BULGULAR

MTT testi sonuglarina gore (Tablo 1, Sekil 2), %
0,2 CHX soliisyonunun, kontrol grubuna kiyasla her iki
zaman diliminde de hiicre canliligii azalttigi gorildi
(p<0,0001). Ayrica, hiicre canliligi zaman iginde istatistiksel
olarak daha fazla azalma gosterdi (p<0,0001).

Tablo 1. Soliisyonlarin MTT ile degerlendirilen hiicre canlilig1 ve
LDH ile 6lgiilen sitotoksisite degerleri

Hiicre Canlihg (MTT)
Soliisyon Zaman Ort+S.S. Standart hata P
Kontrol 100 ,00
CHX (%0,2) 30sn 16,72+3,26 1,152 <0,0001"
2dk  9,14+0,85 0,300 <0,0001"
Sitotoksisite (LDH)
Soliisyon Zaman Ort+S.S. Standart hata P
Kontrol 0 ,00
CHX (%0,2) 30sn S51,17+11,3 3,982 <0,0001"
2dk  53,30+16,9 5,977 <0,0001"

Two-way ANOVA ve post hoc Sidak testi, p<0,05, "kontrol grubuna
kiyasla, #30 sn’ye kiyasla p<0,0001, S.S.: standart sapma

#
100+ B i
80+
E?; 60_
s )
& 40~
[ 1
204
0 I I

; 30sn | 2dk

Kontrol CHX

Sekil 2. % 0,2 CHX soliisyonunun HGF hiicre canlilig1 iizerine
etkisi (MTT). p-degerleri two way ANOVA ve post hoc Sidak
testleri ile belirlendi.* p<0,0001 gruplar arast, “p<0,0001 grup i¢i.

LDH testine gore (Tablo 1, Sekil 3), % 0,2 CHX’in
sitotoksisite degerleri her iki zaman diliminde de istatistiksel
olarak kontrol grubuna gore daha yiiksekti (p<0,0001). %
0,2 CHX’in sitotoksisitesi, 30 sn ve 2 dk arasinda artig
egiliminde olup anlamli bir fark gostermedi (p=0,5791).

1
100
. 80+
F |
2 604
S |
e |
—
S 404
S )
[y
204
0 : 30sn’ 2dk
Kontrol CHX

Sekil 3. % 0,2 CHX soliisyonunun HGF iizerine sitotoksik etkisi
(LDH). p-degerleri two way ANOVA ve post hoc Sidak testleri ile
belirlendi. *p<0,0001
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CHX, agiz boslugunda en sik kullanilan kemoterapotik
antimikrobiyal ajandir (Dadpe ve ark., 2018). Gigli
antimikrobiyal etkinligine ragmen, doza ve zamana bagh
olarak hiicreler tizerinde olumsuz etkileri oldugunu gosteren
caligsmalar vardir (Coelho ve ark., 2020; Batra ve ark., 2022).
Bu ¢alismada % 0,2 CHX’in, 30 sn ve 2 dk maruz kalma
stirelerinde, HGF tizerindeki etkileri incelenmistir. Bilgimiz
dahlinde c¢alismamiz, % 0,2 CHX konsantrasyonunun
HGF {izerindeki erken dénem hiicre canliligr ve sitotoksik
etkilerinin ayni anda incelenerek degerlendirildigi ilk
caligmadir.

Dis hekimliginde kullanilan CHX konsantrasyonlari
% 0,12 ile % 2 arasinda degismektedir; oral antisepsi i¢in
% 0,2 oran1 kullanilir ve bu konsatrasyon dis eti iltihabi,
kandidiyazis ve dis plagina kars1 oldukea etkilidir (Sogut,
2013). Bu veriler goz 6niinde bulundurularak bu ¢aligmada
% 0,2’lik CHX konsantrasyonu kullanilmasi tercih
edilmistir.

Literatiire bakildiginda, CHX ile yapilan in vitro
calismalarda degerlendirme siirelerinin 15 sn ile 48 sa
araliginda (Mima ve ark., 2011; Tirali ve ark., 2013; Voos
ve ark., 2014; Castillo ve ark., 2015; Decker ve ark., 2017;
Vahabi ve ark., 2019; Etemadi ve ark., 2020; Von Maltzahn
ve ark., 2020) ve hatta 72 sa (Koychev ve ark., 2017) ve 96 sa
(Bidar ve ark., 2012) siirelerinde oldugu, klinik ¢caligmalarda
ise uygulama stirelerinin 1 dk agiz calkalama (Becerik ve
ark., 2011; Sritrairat ve ark., 2011) veya 5-10 dk subgingival
irrigasyon (Kshitish ve Laxman, 2010; Jalaluddin ve ark.,
2019; Vitt ve ark., 2020) seklinde uygulandig1 goriilmiistiir.
% 0,2 CHX’in lokal kullanimi amaciyla iretilen agiz
gargaralart dreticilerinin kullanim talimatlart da CHX’in
agiz igerisinde yaklasitk 1 dk siiresince calkalanmasi
dogrultusundadir. Klinik uygulamada, agiz boslugundaki
dokular ve mevcut mikrobiyal patojenlerle temas siiresi
cogunlukla kisadir ve hastalar giinliik rutinlerinde gargaralari
30 snile 1 dk arasinda kullanir. Bu nedenle, klinik kullanimi
yeterince taklit edebilmek i¢in bu ¢alismada 30 sn ve 2 dk
kisa maruz kalma stireleri aragtirilmigtir.

CHX’in, antimikrobiyal o6zelliklerine ve agiz ici
yaralarin tedavisinde yaygin olarak kullanimina ragmen,
birgok yazar tarafindan in vitro olarak diseti fibroblastlari
iizerinde giicli bir toksik etkiye sahip oldugu, diisiik
CHX konsantrasyonlarinin bile diseti fibroblastlarinda ve
epitel hiicrelerinde protein ve DNA sentezini inhibe ettigi
calismalarda belirtmistir (Babich ve ark., 1995; Giannelli
ve ark., 2008; Faria ve ark., 2009; Schmidt ve ark., 2016;

Schmidt ve ark., 2018; Sukumaran ve ark., 2020; Babgi ve
ark., 2021; Nawrot-Hadzik ve ark., 2021; Utami ve ark.,
2022). Arastirmacilar, fibroblastlarin > % 0,01 CHX’e maruz
kalmasinin, zamana bagli olarak hiicre canliligini 6nemli
olgiide azalttigini bildirmislerdir (Schmidt ve ark., 2016;
Sukumaran ve ark., 2020; Nawrot-Hadzik ve ark., 2021).
Bu ¢alismaya benzer sekilde, Babgi ve ark. (Babgi ve ark.,
2021) yaptiklari in vitro caligmada, % 0,2 CHX e 2 dk maruz
kaldiktan sonra HGF canliliginda giiclii bir inhibisyon tespit
etmigtir. Calismamizin bulgularia bakildiginda, literatiirle
uyumlu olarak, % 0,2 CHX’in 30 sn ve 2 dk siirelerinde,
HGF hiicre canliligini azalttig1 goriilmiistiir.

CHX’intoksisitesini saptamak i¢in ise, HGF hiicrelerinde
nekroz indiikksiyonu (LDH salimimi) arastirilmis, ancak
literatirde CHX ile ilgili yeterli
rastlanmamistir (Giannelli ve ark., 2008; Faria ve ark.,
2009; Schmidt ve ark., 2018). Gianelli ve ark. (Giannelli
ve ark., 2008) yaptiklart ¢alismada, CHX’in % 0,12’1ik
konsantrasyonda, 1 dk tedaviden sonra fibroblastlarin

sayida calismaya

nekrozunu % 50°den daha yiiksek oranlarla etkiledigini,
ayni sekilde Faria ve ark. (Faria ve ark., 2009) da, daha
diisiik konsantrasyonlarda CHX’in 24 sa uygulama sonrasi
HGF iizerinde % 80 nekroz gosterdigini belirtmislerdir. Bu
gozlemler, % 0,2 CHX ile 30 sn ve 2 dk tedavi sonrast
HGF’nin sitotoksisitesinde anlamli bir artis gdsteren bizim
¢alismamizin bulgulari ile uyumludur.

Calismamizin asil limitasyonu, hiicre canliligi ve
sitotoksisitesinin incelenmesi i¢in kullanilan MTT ve
LDH testlerinin sonuglarmin dogrulugunun bir taramali
mikroskobu
Ayrica, bu ¢aligsma sadece in vitro kosullarda yapildigindan,

elektron tarafindan  desteklenmemesidir.
klinik ortamdaki pek c¢ok degisken faktoriin etkisi
degerlendirilemedigi i¢in sonuglar smirlt bir anlam
tastyabilir. Caligmanin kisitli zaman dilimlerini icermesi de

bir diger limitasyon olarak sayilabilir.

SONUC

Bu caligmanin smurlart dahilinde elde edilen verilerle,
% 0,2 CHX soliisyonunun, kisa maruz kalma siirelerinde,
zamana bagli olarak HGF hiicre canliligini yiiksek oranda
azalttig1 ve sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bahsi
gecen butoksik etkiler, CHX in kullanilacag1 durumlarda ideal
konsantrasyon ve ideal uygulama siiresinin belirlenmesinde,

g6z ontinde bulundurulmalidir.
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